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Beschreibung 

Die Erf indung betrifft die Verwendung eines Extrak- 
tes aus Cimicifuga racemosa zur Behandlung ostrogen- 
abhangiger Tumore. 5 

Extrakte aus dem Wurzelstock der Traubensilber- 
kerze (Cimicifugae racemosae rhizoma) weisen ostro- 
genahnliche Effekle auf. In den Extrakten sind 
Komponenten gefunden worden, die spezrfisch an 
Ostrogenrezeptoren binden und bei ovarektomierten 10 
Ratten die Gonadotropinspiegel senken konnen. Die 
Verabreichung dieser Extrakte zur Behandlung klimak- 
terischer Beschwerden und Dysmenarrhd hat sich 
daher bewahrt. 

Fur Mammakarzinom-Risikopatienten verbietet 15 
sich die Anwendung von ostrogenhaltigen Arzneimitteln 
zur Regulierung von Wimakterischen Beschwerden, da 
die Ausbreitung von Sstrogenabhangigen Tumoren 
naturgemaB durch Ostrogengaben verstarkt wird. Da 
der Mechanismus der Wirkungsweise fur die estrogen- 20 
analogen Substanzen noch unWar ist, ist vorsorglich fur 
die Verabreichung dieser Substanzen ein Risiko fur 
ostrogenabhangige Tumore als Kontraindikation ange- 
sehen worden. 

Es ist zwar bereits berichtet worden (Nesselhut et 25 
al. in TW Gynokologie (1993) Seiten 249 bis 250), daB 
die Phytopharmaka Rhaponticin und Cimicifuga-Extrakt 
in niedrigeren Konzentrationen die Proliferation von 
Karzinomzellen in vitro verstarken, in hdheren Konzen- 
trationen hingegen moglicherweise hemmen. 30 

Eine Verrfizierung dieser Ergebnisse ist nicht publi- 
ziert worden, so daB das Verbot der Verabreichung von 
Phytopharmaka mit ostrogen-analoger Wirkung fur Risi- 
kopatienten bezuglich ostrogenabhangiger Tumore wei- 
terhin besteht. 35 

Es ist bekannt, ostrogenabhangige Tumore mit 
einem antiostrogenen Wirkstoff zu therapieren. Der 
gangigste Wirkstoff dieser Art ist derzeit Tamoxifen (Z)- 
2-[4-(1 ,2-DiphenyM -Butenyl) Ph enoxy]-N,N- Dimethyl e- 
thylamin). 40 

Fur die Patienten, die mit einem derartigen Anti- 
ostrogen behandeit wurden, kam aus den oben erwahn- 
ten Grunden eine Regulierung der Wimakterischen 
Beschwerden durch Ostrogene oder ostrogen-analoge 
Substanzen nicht in Betracht. 45 

Eine Hemmung der Proliferation von Mammatu- 
morzellen ist abhangig von der Konzentration des 
Tamoxifens. Der Erhohung der Konzentration in einen 
Bereich hinein, wo die Proliferation der Tumorzellen 
sicher verhindert wird, ist jedoch nicht moglich, da so 
Tamoxifen in diesen Konzentrationen toxisch wird. 

Die vorliegende Erf indung gent daher von der Pro- 
blemstellung aus, eine Tumortherapie auch mit niedri- 
geren AntiOstrogen-Konzentrationen zu ermoglichen. 

ErfindungsgemaB wird hierzu in Kombination mit 55 
dem Anti5strogenen Wirkstoff ein Extrakt aus Cimici- 
fuga racemosa verwendet. 

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, daB 



der Extrakt aus Cimicifuga racemosa die Proliferation 
von ostrogenabhangigen Tumorzellen nicht nur nicht 
verstarkt sondern in Kombination mit einem antiostro- 
genen Wirkstoff dessen poliferationshemmende Wir- 
kung deutlich verstarkt, so daB auch eine vollstandige 
Proliferationshemmung erreichbar ist t ohne in den 
Bereich der Toxizitatsgrenze fur den antiostrogenen 
Wirkstoff geraten zu mussen. 

Die Potenzierung der Wirkung eines antiostroge- 
nen Wirkstoffes ist anhand des Standard-Wirkstoffes 
Tamoxifen genauer untersucht worden. Andere Experi- 
mente geben Hinweise darauf, daB auch die antiostro- 
gene Wirkung von Genistein durch einen Extrakt aus 
Cimicifuga racemosa verstarkt wird. Bevorzugte Ver- 
dunnungen des Extraktes liegen im Bereich zwischen 
10' 3 und 10' 5 , da Verdunnungen bis 10 -2 in vitro toxi- 
sche Effekte hervorbringen. Bevorzugte Dosierungen 
liegen zwischen etwa 5 mg und 500 mg Droge pro Tag. 

Die erfindungsgemaBe Wirkung des Cimicifuga- 
Extraktes auf die Proliferation von dstrogenabhangigen 
Karzinomzellen, insbesondere Mammakarzinomzellen, 
ist in vitro mit einem Testsystem aus MCF-7 Zellen 
erfolgt. 

Die MCF-7 Zellinie ist ein etabliertes in vitro Modell 
fur ostrogenabhangige Tumore, die sowohl Ostrogenre- 
zeptoren als auch Aromataseaktivitat besitzen. Die 
menschliche Brustkrebslinie wurde abgeleitet von einer 
Pleuraeffusion bei einem metastasierenden Brusttumor 
und besitzt signifikante Mengen an 17-p Rezeptoren 
(Schwarte, A. (1994) Wirkspektrum ausgewahlter Fla- 
vonoide auf die humane Brustkrebslinie MCF-7: Eine in 
vitro Studie. Witten-Herdecke, Universitat, Bereich 
Medizin, Diss. 1994). 

Der EinfluB von Cimicifuga-Extrakt auf die Prolifera- 
tion der MCF-7 Zellen wurde anhand des Einbaus von 
radioaktiv markiertem Thymidin bestimmt. 

Material und Methoden 

Testsubstanzen 

17p-Estradiol (Sigma) und Tamoxifencitrat (Sigma) 
wurden 1 -M in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost und in 
einer 1:10 Verdunnungsreihe in Zellkulturmedium ent- 
sprechend weiter verdunnt. Cimicifuga-Extrakt wurde in 
einer 1:10 Verdunnungsreihe direkt mit Zellkulturme- 
dium verdunnt. 

Herstelluna des Cimicifuga racemosa-Extraktes 

Nach Prufung auf Identitat, Reinheit und Gehalt 
wurden 30 kg der zerWeinerten Arzneidroge Cimicifuga 
racemosa rhizoma fur 10 Tage mit 50 I Isopropylalkohol 
40 % (V/V) mazeriert. Der Extrakt wurde abgelassen 
und die Droge abgepreBt. Die vereinigten Fraktionen 
wurden mit Isopropylalkohol 40 % (V/V) auf ein Endvo- 
lumen von 35 1 aufgefullt. 
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Proliferationsassav MCF-7 

MCF-7 Zellen wurden von der ATCC (HTB 22) 
bezogen und in Eagle's MEM (Eagle's Minimal-Essen- 
tial-Medium) mit nicht-essentiellen Aminosauren, 1mM 
Natriumpyruvat, 10 fig/ml Insulin und 10 % FKS (Foeta- 
les Kalberserum) kultiviert. 

Vor Einsatz in den Test wurden die MCF-7 Zellen 
mindestens eine Passage in Eagle's MEM ohne Phe- 
nolrot mit nicht-essentiellen Aminosauren, 1 mM Natri- 
umpyruvat, 10 jig/ml Insulin und 5 % FKS (Foetales 
Kalberserum) gehalten. Urn ostrogenfreie Wachstums- 
bedingungen im Test zu erhalten, wurde fur den Testan- 
satz das Insulin aus dem Zellkulturmedium entfernt und 
das FKS durch 5 % "Characoal stripped" FKS (CSF) 
ersetzt 

200 \i\ einer auf 5x1 0 4 c/ml eingestellten Zellsus- 
pension wurden pro Vertiefung in 96er Mikrotiterplatten 
(Nunc) pipettiert und 24 h bei 37 °C und 5 % C0 2 im 
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Uberstande 
vorsichtig abgenommen und 150 \i\ frisches Zellkultur- 
medium pro Vertiefung pipettiert. 

Die Testsubstanzen wurden geldst, in Zellkulturme- 
dium verdunnt und in 4 Parallelen a 50 ^l/Vertiefung 
pipettiert. Als Kontrollen wurden Zellkulturmedium 
sowie die entsprechenden Ldsungsmittelverdunnungen 
jeweils mitinkubiert. 

Nach 2-3 Tagen Inkubation bei 37 °C und 5 % C0 2 
wurden die Zellen mit 25 jil/Napf (6- 3 H)-Thymidin 
(Amersham, spez. Aktivitat 2 Ci/mMol) fur 8 h gepulst. 
Danach wurden sie nach Standardmethoden (Cell Har- 
vester Inotech) auf Glasfaserf ilter geerntet und in einem 
Fl ussig- Szi nti I lations-Cou nter ( Wal lac) gezah It . Die 
Ergebnisse wurden als cpm = "counts per minute" aus- 
gedruckt. 

Herstellung des "Charcoal-Stripped" FKS (CSR 

1 Tablette "Dextran coated charcoal tablets"(Ster- 
anti Separe x ®) wurde in 1 0 ml FKS aufgeldst. Danach 
wurde das Serum 2x45 min im Wasserbad bei 56 °C 
inaktiviert und im AnschluB bei 3000 rpm 10 min zentri- 
fugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und uber 
einen Filter mit PorengroBe 0,2 jim filtriert. 

Toxizitatsassay 

Zur Bestimmung der Toxizitat der einzelnen Pruf- 
substanzen wurde ein Fluoreszenzassay mit Hela Sus- 
pensionszellen durchgefuhrt. 

Hela-Zellen wurden auf eine Zelldichte von 2,5x1 0 5 
c/ml Medium (Eagle's MEM + 5 % FKS) eingestellt und 
100 \i\ der Suspension in 96er Mikrotiterplatten (Nunc) 
pipettiert. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % C0 2 
wurde eine 1:2 Verdunnungsreihe der Testsubstanzen 
in Medium angel egt und von jeder Verdun nung jeweils 
100 \i\ pro Vertielung in 4 Parallelen pipettiert. Die 
Ansatze wurden 48 h bei 37 °C und 5 % CQ 2 inkubiert. 



Danach wurden die Mikrotiterplatten bei 800 rpm zentri- 
fugiert und die Uberstande vorsichtig abgenommen. 
200 \i\ einer Ldsung aus 0,1 mg/ml 4-Methylumb llife- 
rylheptanoat in PBS wurden pro Vertiefung pipettiert. 
s Nach 60 min wurden die Fluoreszenzeinheiten pro Ver- 
tiefung in einem Mikrotiterplatterrfluorimeter (Fluoros- 
kan II) bestimmt. 

Er gebnisse 

10 

Zu Beginn der Untersuchungen wurde zunachst 
das Testsystem auf seine Sensitivitat uberpruft. Als 
Positivkontrolle wurde 17-p Ostradiol in Dosierungen 
von 10~ 7 , 10" 8 bzw. 10" 9 -Molargetestet. 

is In alien drei getesteten Dosierungen induzierte 17- 
p Ostradiol eine Steigerung der Proliferation von MCF-7 
Zellen urn 80-100 % im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle, wie aus Figur 1 ersichtlich ist. 

Parallel wurde in jedem Testansatz eine Losungs- 

20 mittelkontrolle durchgefuhrt. DMSO bewirkte in der 
maximal im Test eingesetzten Konzentration keine 
signrf ikante Proliferationssteigerung Oder -hemmung im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. 

In einem weiteren Ansatz wurde der EinfluB des 

25 nicht-steroidalen Antiostrogens Tamoxifen auf das Test- 
system gepruft. 

Tamoxifen bewirkte in den Dosierungen 10" 4 und 
10" 5 -Molar eine 100%ige bzw. 77%ige Hemmung der 
Proliferation, in Dosierungen von 10" 6 dagegen eine 

30 Steigerung der Einbauraten urn 52 % im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle. 

Die antiproliferative Wirkung von Tamoxifen zeigte 
sich auch, wenn Tamoxifen zusammen mit einer kon- 
stanten Dosis an Ostradiol appliziert wurde. Die ostro- 

35 geninduzierte Proliferationssteigerung konnte dosis- 
abhangig durch Tamoxifen inhibiert werden. 

Die Ergebnisse dieser Vorversuche machten deut- 
lich, daB das MCF-7 Testsystem geeignet ist, sowohl 
Gstrogene als auch antiostrogene Wirkungen von Test- 

40 substanzen nachzuweisen. 

Um dies zu kontrollieren, wurden in den folgenden 
Versuchsserien neben Mediumkontrollen und Losungs- 
mittelkontrollen (Negativkontrollen) jeweils eine Positiv- 
kontrolle fur 6strogene Wirkung, bestehend aus 17p- 

45 Ostradiol in einer Dosierung von 10* 7 Oder 10" 8 -Molar 
und eine Positivkontrolle for antiostrogene Wirkung, 
bestehend aus Tamoxifen in einer Dosierung von 10" 5 - 
Molar, mitgefuhrt. 

Bevor der Cimicifuga-Extrakt in das MCF-7 System 

so eingesetzt wurde, wurde dessen Toxizitat zunachst in 
einem Toxizitatsassay mit Hela-Zellen uberpruft. 

Bis zu einer Verdunnung von 1 0' 2 zeigte der Extrakt 
auf dieser Zellinie toxische Effekte. Ab einer Verdun- 
nung von 10* 3 war en keine Unterschiede zwischen 

55 Mediumkontrolle und Testansatz feststellbar (Fig. 2). 
Um unspezrfische cytotoxische Effekte ausschlieBen zu 
konnen, wurde diese Verdunnung daher als Maximaldo- 
sis fur die Testserien auf MCF-7 Zellen eingesetzt. 
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Figur 3 verdeutlicht im Vergleich die Proliferation far 
das Kontrollsystem, fur eine 10' 5 molare Tamoxifen- 
Losung, eine 10" 8 molare Ostradiolldsung sowie fur 
eine Kombination von Tamoxifen und Ostradiol, um 
auch die durch Tamoxifen verursachte Hemmung von 5 
ostrogeninduzierten Proliferationen zu verrfizieren. 

Figur 3 zeigt ferner die Proliferationshemmung fur 
Kombinationen von 10" 5 molarem Tamoxifen mit Extrakt 
von Cimicifuga racemosa in verschiedenen 1:10- Ver- 
dunnungen zwischen 10" 3 und 10' 8 . Es zeigt sich, daB 10 
in den Verdunnungen 10~ 3 bis 10* 5 die proliferations- 
hemmende Wirkung von Tamoxifen deutlich verstarkt 
wird, wobei inder Verdunnung 10" 3 die Proliferation voll- 
standig und in der Verdunnung 10~ 4 fast vollstandig 
unterdruckt wird. In Verdunnungen von 10" 6 und hoher is 
wird die proliferationshemmende Wirkung von Tamoxi- 
fen nicht verstarkt. 

Durch die Kombination von Tamoxifen mit dem 
Cimicifuga-Extrakt in einer Verdunnung von 10' 3 oder 
10" 4 laBt sich daher eine nahezu vollstandige Prolifera- 20 
tionshemmung der Tumorzellen erreichen, ohne hierfur 
hohere Tamoxifen-Konzentrationen, beispielsweise 10" 
4 -Molar einsetzen zu mussen, die bereits toxische 
Effekte zeigen. 

25 

Patentanspruche 

1. Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga race- 
mosa zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung ostrogenabhangiger Tumore in Kombi- 30 
nation mit einem einen antiostrogenen Wirkstoff 
enthaltenden Arzneimittel. 

2. Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga race- 
mosa in Kombination mit einem antiostrogenen 35 
Wirkstoff zur Herstellung eines Arzneimittels zur. 
Behandlung ostrogenabhangiger Tumore. 

3. Verwendung eines Extraktes nach Anspruch 1 oder 

2 in Kombination mit Tamoxifen. 40 

4. Verwendung eines Extraktes nach Anspruch 1 oder 
2 in Kombination mit Genistein. 

5. Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga race- 45 
mosa nach einem der AnsprQche 1 bis 4 in einer 
Dosierung zwischen etwa 5 mg und etwa 500 mg 
Droge pro Tag. 
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